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包载金丝桃苷的磷脂酰胆碱/壳聚糖自组装纳米粒的制备、表征及其口服
药动学研究  
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摘  要：目的  制备包载金丝桃苷的磷脂酰胆碱/壳聚糖自组装纳米粒（hyperoside self-assembled phosphatidylcholine chitosan 

nanoparticles，Hyp-PC/CS-NPs），并考察相对口服吸收生物利用度。方法  单因素考察 Hyp-PC/CS-NPs 制备的主要影响因素，

使用 Box-Behnken 设计-效应面法筛选 Hyp-PC/CS-NPs 处方。透射电子显微镜（transmission electron microscope，TEM）观察

Hyp-PC/CS-NPs 形貌；制备 Hyp-PC/CS-NPs 冻干粉并测定其饱和溶解度；傅里叶变换红外光谱（Fourier transform infrared 

spectroscopy，FTIR）研究 Hyp-PC/CS-NPs 冻干粉及各组分的结合机制；X 射线粉末衍射法（X-ray powder diffraction，XRPD）

分析金丝桃苷晶型；考察 Hyp-PC/CS-NPs 冻干粉及金丝桃苷原料药的体外释药行为；测定 Hyp-PC/CS-NPs 冻干粉的沉降率

并考察其储存稳定性。SD 大鼠分别 ig 给予金丝桃苷原料药和 Hyp-PC/CS-NPs 冻干粉，考察其口服药动学行为，并计算 Hyp-

PC/CS-NPs 相对口服生物利用度。结果  Hyp-PC/CS-NPs 最佳处方：药物质量浓度为 0.37 mg/mL，磷脂酰胆碱与壳聚糖质

量比为 16.3∶1，磷脂酰胆碱与金丝桃苷质量比为 7.9∶1。Hyp-PC/CS-NPs 的包封率、载药量、粒径及 ζ 电位分别为（84.19±

1.23）%、（8.81±0.16）%、（166.18±4.03）nm 和（32.39±0.95）mV；Hyp-PC/CS-NPs 外貌为类球形，金丝桃苷可能与载

体发生了氢键络合作用；金丝桃苷以无定型形态存在于 Hyp-PC/CS-NPs 冻干粉中；与原料药相比，Hyp-PC/CS-NPs 冻干粉

中的金丝桃苷在模拟胃液、蒸馏水和模拟肠液中的饱和溶解度分别增加了 7.22、4.04、5.10 倍。药动学结果显示，与金丝桃

苷原料药或物理混合物相比，Hyp-PC/CS-NPs 药动学参数均极显著性增加（P＜0.01）；Hyp-PC/CS-NPs 中金丝桃苷相对口服

生物利用度增加至其原料药的 4.11 倍。结论  成功制备了 Hyp-PC/CS-NPs 及其冻干粉，Hyp-PC/CS-NPs 明显改变了金丝桃

苷的体内药动学行为，显著增加了其口服生物利用度，为其后续药效学评价奠定实验基础。 
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Abstract: Objective  To prepare hyperoside self-assembled phosphatidylcholine chitosan nanoparticles (Hyp-PC/CS-NPs), and 

relative oral bioavailability were studied. Methods  The main influencing factors of Hyp-PC/CS-NPs were investigated by single 

factor experiments, Box-Behnken design-response surface method was employed to optimize prescriptions of Hyp-PC/CS-NPs. 

Transmission electron microscope (TEM) was employed to observe microscopic appearance of Hyp-PC/CS-NPs, lyophilized powder 

of Hyp-PC/CS-NPs was prepared and its saturated solubility was determined, Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) was used 
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to investigate the binding mechanism of Hyp-PC/CS-NPs lyophilized powder and each component, and crystal form of hyperoside was 

analyzed by X-ray powder diffraction (XRPD). Drug release behavior in vitro of Hyp-PC/CS-NPs lyophilized powder and hyperoside 

was determined, the sedimentation rate of Hyp-PC/CS-NPs lyophilized powder was determined and its storage stability was also 

investigated. SD rats were administered intragastrically with hyperoside and Hyp-PC/CS-NPs lyophilized powder, its oral 

pharmacokinetic behavior was studied, and relative oral bioavailability of Hyp-PC/CS-NPs was calculated. Results  Optimal 

formulations of Hyp-PC/CS-NPs: hyperoside concentration was 0.37 mg/mL, phosphatidylcholine to chitosan ratio was 16.3:1, 

phosphatidylcholine to hyperoside ratio was 7.9:1. Envelopment efficiency, drug loading, particle size and ζ potential were (84.19 ± 

1.23)%, (8.81 ± 0.16)%, (166.18 ± 4.03) nm and (32.39 ± 0.95) mV, respectively. Appearance of Hyp-PC/CS-NPs was spherical, 

hyperoside may have complexed with the carrier by hydrogen bond. The state of hyperoside changed into an amorphous form in Hyp-

PC/CS-NPs freeze-dried powder. Solubility of hyperoside in simulated gastric juice, distilled water and simulated intestinal juice was 

increased by 7.22, 4.04 and 5.10 times, respectively. Pharmacokinetic results showed that the pharmacokinetic parameters of Hyp-

PC/CS-NPs were significantly increased compared with hyperoside or physical mixture (P < 0.01), and the relative bioavailability of 

hyperoside in Hyp-PC/CS-NPs was increased to 4.11 times. Conclusion  Hyp-PC/CS-NPs and its lyophilized powder were 

successfully prepared, pharmacokinetic behavior of hyperoside in vivo was greatly changed, and bioavailability of hyperoside was 

significantly increased by Hyp-PC/CS-NPs, which established the experimental foundation for the follow-up pharmacodynamic 

evaluation. 

Key words: hyperoside; self-assembled nanoparticles; phosphatidylcholine; chitosan; bioavailability; pharmacokinetics; Box-Behnken 

design-response surface method 

 

金丝桃苷属于黄酮醇类成分，在刺五加科、金

丝桃科、藤黄科等植物中均可提取得到[1]。金丝桃

苷具有抗肿瘤、预防心脑血管疾病、肾脏保护、降

血糖、抗抑郁等活性[2]，该成分的急性毒性试验未

见明显异常[2]，安全性良好。本课题组测得金丝桃

苷在模拟胃液、蒸馏水和模拟肠液中溶解度分别为

（119.75±2.16）、（386.59±3.79）、（451.34±4.18）

μg/mL，属于极微溶解药物。金丝桃苷在体内易受

P-糖蛋白外排影响[3]，且首关效应严重[4]，导致大鼠

口服生物利用度仅有 10%[5]。因此想要推广金丝桃

苷在临床上使用，首先应解决其溶解度差及生物利

用度低下问题。目前，金丝桃苷有脂质纳米粒[6-7]、

磷脂复合物[8]、二氧化硅纳米粒[8]等制剂研究，但脂

质纳米粒处方工艺复杂，且含有大量表面活性剂或

助表面活性剂，安全性存疑；磷脂复合物黏性大，

导致有机溶剂难以除尽，稳定性及溶出度较差，导

致成药性不足；二氧化硅纳米粒的载体具有一定毒

性[9]，不利于临床推广。 

壳聚糖纳米粒系采用交联剂与壳聚糖通过离子

交联法、共价交联法等制备的一种纳米级聚集体[10]。

但壳聚糖纳米粒包载疏水性药物的能力有限[11]，导

致包封率较低，且常用的交联剂比如戊二醛、甲醛

等存在一定毒性，限制了壳聚糖纳米粒在医药领域

的应用。磷脂是一种带负电荷的药用辅料，使用安全

性高，可与带正电荷的壳聚糖通过静电引力形成自

组装纳米粒[12]，且磷脂与疏水性药物亲和性良好[8]，

可使药物包埋于纳米粒内部，从而解决了壳聚糖纳

米粒交联剂的毒性及包封率较低的问题。但磷脂是

一种混合物（主要成分是磷脂酰胆碱），其杂质成分

溶血磷脂酰胆碱存在引发炎症、溶血等风险[13]。因

此，本研究采用磷脂酰胆碱和壳聚糖作为自组装纳

米粒的载体[14-15]，制备包载金丝桃苷的磷脂酰胆碱/

壳聚糖自组装纳米粒（hyperoside self-assembled 

phosphatidylcholine-chitosan nanoparticles，Hyp-PC/ 

CS-NPs），首先采用单因素试验确定主要影响因素

及其优化范围，进一步采用 Box-Behnken 设计-效应

面法（Box-Behnken design-response surface method，

BBD-RSM）精确筛选 Hyp-PC/CS-NPs 处方，并对

Hyp-PC/CS-NPs 中各组分结合机制、金丝桃苷晶型

状态等进行研究；考察 Hyp-PC/CS-NPs 冻干粉在模

拟胃、肠液中的释药行为及其大鼠口服药动学行为，

期望通过本研究为金丝桃苷新型纳米制剂研究提

供新思路。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

MSE125P-CE 型分析天平，德国 Sartorius 仪器

公司；Agilent 1200 型高效液相色谱仪，美国 Agilent

公司；Acquity 型超高效液相色谱仪、Xevo TQD 三

重四极杆质谱仪，美国 Waters 公司；SM27 型磁力

搅拌器，上海默西科学仪器有限公司；F440 型超低

温冰箱，德国艾本德股份有限公司；DHC-16500 型

高速离心机，澳大利亚 Kewlab 公司；JEM-2100 型
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透射电子显微镜，日本电子株式会社；APD-2000 型

X 粉末衍射仪，北京利曼科技有限公司；FT/IR-6000

型傅里叶变换红外光谱仪，日本 Jasco 公司；AT612

型溶出仪，上海卓光仪器科技有限公司；Zetasizer 

Nono ZS-90 型粒度测定仪，英国马尔文公司；FD-

1A50 型真空冷冻干燥机，北京博医康实验仪器有限

公司；LHS-150SC 型恒温恒湿箱，上海康路仪器设

备有限公司。 

1.2  试药 

对照品金丝桃苷（批号 nkl-00045230812，质量

分数 99.0%）、大豆苷（批号 nkl-000156658，质量

分数 99.1%），成都钠钶锂生物科技有限公司；金丝

桃苷原料药，批号 20210701，质量分数 97.5%，南

京卡塞斯医药科技有限公司；磷脂酰胆碱，批号

20201211，质量分数 98.0%，上海辅必成医药科技

有限公司；壳聚糖，批号 20210523，潍坊科海甲壳

素有限公司；光谱纯溴化钾，批号 20240111，上海

安谱实验科技股份有限公司；羧甲基纤维素钠

（CMC-Na），批号 20220513，国药集团化学试剂有

限公司；模拟胃液（批号 20231022）、模拟肠液（批

号 20231015），南京亿迅生物科技有限公司。 

1.3  动物 

清洁级 SD 大鼠购自河南省动物实验中心，许

可证编号：SCXK-2020-0001，雌雄各半，实验室饲

养至体质量为（220±20）g。所有动物实验均遵循

郑州工业应用技术学院有关实验动物管理和使用

的规定，实验动物伦理批准号为 20240326，均符合

3R 原则。 

2  方法与结果 

2.1  Hyp-PC/CS-NPs 的制备 

取金丝桃苷原料药 20 mg，溶于 5 mL 无水乙

醇，加入处方量磷脂酰胆碱，溶解澄清得有机相。

取处方量的壳聚糖溶于一定 pH 值的醋酸水溶液

中，即得水相，置于 55 ℃水浴中，于 600 r/min 转

速下磁力搅拌。将溶有金丝桃苷和磷脂酰胆碱的有

机相滴加至水相中，持续磁力搅拌 1 h，置于 55 ℃

水浴中减压旋蒸 0.5 h，采用 0.45 μm 微孔滤膜滤

过，续滤液即为 Hyp-PC/CS-NPs 混悬液。不含金丝

桃苷的阴性样品同法制备。 

2.2  Hyp-PC/CS-NPs 中金丝桃苷定量测定 

2.2.1  色谱条件  色谱柱为 Diamonsil C18 柱（200 

mm×4.6 mm，5 μm）；流动相为 0.5%甲酸水溶液-

乙腈（70∶30）；检测波长为 360 nm；体积流量为

1.0 mL/min；柱温为 30 ℃；进样体积为 10 μL；理

论塔板数以金丝桃苷峰计不低于 5 000。 

2.2.2  线性关系考察  精密称取金丝桃苷对照品，

采用乙腈配制成质量浓度为 0.2 mg/mL，作为对照

品储备液。精密取金丝桃苷对照品储备液，加入乙

腈稀释配制成 10.00、5.00、1.00、0.10、0.05 μg/mL

系列金丝桃苷对照品溶液，按“2.2.1”项下色谱条

件进行测定，记录各质量浓度（X）金丝桃苷的峰面

积（Y），进行线性回归得回归方程 Y＝33.85 X＋

1.09，r＝0.999 4，结果表明金丝桃苷在 0.05～10.00 

μg/mL 线性关系良好。 

2.2.3  Hyp-PC/CS-NPs供试品溶液的制备  精密吸

取 Hyp-PC/CS-NPs 混悬液 1 mL 至 50 mL 量瓶中，

加 30 mL 无水乙醇，超声 5 min（功率 250 W、频

率 40 kHz），放冷，加无水乙醇稀释定容；精密吸

取 2 mL 至 10 mL 量瓶中，加流动相稀释定容，即

得 Hyp-PC/CS-NPs 供试品溶液。 

2.2.4  专属性考察  取“2.1”项下阴性样品，按

“2.2.3”项下方法制备阴性样品溶液。另取 Hyp-

PC/CS-NPs 供试品溶液和金丝桃苷对照品溶液

（1.00 μg/mL），按“2.2.1”项下色谱条件进行检测，

结果见图 1。结果表明金丝桃苷色谱峰无杂质干扰，

专属性好。 

 

图 1  Hyp-PC/CS-NPs 样品 (A)、金丝桃苷对照品 (B) 和

阴性样品 (C) 的 HPLC 图 

Fig. 1  HPLC of Hyp-PC/CS-NPs sample (A), hyperoside 

reference substance (B) and negative sample (C) 

2.2.5  精密度考察  取 0.05、1.00、10.00 μg/mL 金

丝桃苷对照品溶液，按“2.2.1”项下色谱条件连续

测定 6 次，记录金丝桃苷峰面积，结果其 RSD 分别

为 0.84%、0.36%、0.30%，表明该仪器精密度良好。 

2.2.6  稳定性考察  取 Hyp-PC/CS-NPs 供试品溶

液，置于 HPLC 的温控进样盘（温度 25 ℃）中，分

别于制备后 0、3、6、9、12、24 h，按“2.2.1”项

下色谱条件进样检测，记录金丝桃苷峰面积，结果

其 RSD 为 1.17%，表明 Hyp-PC/CS-NPs 供试品溶

液在 24 h 内稳定性良好。 

0         5         10        15        20        25 

t/min 

金丝桃苷 

A 

 

B 

 

C 
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2.2.7  重复性考察  取同一份 Hyp-PC/CS-NPs 混

悬液，按“2.2.3”项下方法制备 Hyp-PC/CS-NPs 供

试品溶液 6 份，按“2.2.1”项下色谱条件进样检测，

记录金丝桃苷峰面积，计算其质量分数的 RSD 为

1.56%，结果表明该实验重复性良好。 

2.2.8  加样回收率考察   分别精密吸取 0.5 mL 

Hyp-PC/CS-NPs 混悬液至 9 个 50 mL 量瓶中，分成

低、中、高 3 组，分别加入质量浓度为 0.2 mg/mL

的金丝桃苷储备液 0.25 mL（低）、0.50 mL（中）和

0.75 mL（高），继续按“2.2.3”项下方法制备 Hyp-

PC/CS-NPs 供试品溶液，并测定金丝桃苷总量，计

算得金丝桃苷的平均加样回收率为 101.32%，RSD

为 1.79%，表明该方法可用于测定 Hyp-PC/CS-NPs

中金丝桃苷含量。 

2.3  Hyp-PC/CS-NPs 粒径、ζ 电位、包封率和载药

量测定 

精密吸取 Hyp-PC/CS-NPs 混悬液 1 mL（经 0.45 

μm 微孔滤膜滤过），置于超滤管（截取相对分子质

量为 10 000）中，8 500 r/min 离心（4 ℃，离心半

径 6.8 cm）5 min，超滤管内截留的即为载药纳米粒，

加入溶剂（无水乙醇-1%乙酸水溶液 1∶1）使金丝

桃苷完全释放，测定被包封的金丝桃苷的质量（M

包封），计算 Hyp-PC/CS-NPs 中金丝桃苷的包封率。

取 Hyp-PC/CS-NPs 混悬液直接冻干，称定质量（M

总质量），计算 Hyp-PC/CS-NPs 中金丝桃苷的载药量。

取 Hyp-PC/CS-NPs 混悬液 0.1 mL 加至 5 mL 纯化

水中，摇匀，取适量测定纳米粒粒径和多分散指数

（polydispersity index，PDI）。另取适量装样至 ζ 电

位专用电槽中，测定 Hyp-PC/CS-NPs 的 ζ 电位。 

包封率＝M 包封/M 投药量 

载药量＝M 包封/M 总质量 

2.4  单因素考察 Hyp-PC/CS-NPs 处方 

2.4.1  药物质量浓度的考察  固定磷脂酰胆碱与

壳聚糖质量比为 15∶1，磷脂酰胆碱与金丝桃苷质量

比为 8∶1，水相 pH 值为 3.0 条件下考察药物质量

浓度对 Hyp-PC/CS-NPs 包封率、载药量、粒径和 ζ

电位的影响，结果见表 1。随着药物质量浓度的增

加，Hyp-PC/CS-NPs 的包封率和载药量呈先增大后

下降情况，可能是药物质量浓度较小时水相体积较

大，从而使 Hyp-PC/CS-NPs 更大程度地暴露在水相

环境中，增加了药物泄露概率[16]；药物质量浓度较

大时水相体积较小，影响了磷脂酰胆碱水化程度及

载体之间的静电结合[14]，从而影响了 Hyp-PC/CS- 

表 1  药物质量浓度对 Hyp-PC/CS-NPs 包封率、载药量、

粒径和 ζ 电位的影响 ( x s , n = 3) 

Table 1  Effects of drug mass concentration on 

encapsulation efficiency, drug loading, particle size and ζ 

potential of Hyp-PC/CS-NPs ( x s , n = 3) 

药物质量浓度/ 

(mg∙mL−1) 
包封率/% 载药量/% 粒径/nm ζ 电位/mV 

0.2 72.64±1.40 7.59±0.19 153.61±7.62 29.64±1.36 

0.3 74.19±0.92 7.72±0.10 158.79±8.44 30.17±0.89 

0.4 80.53±1.07 8.44±0.13 163.04±9.02 32.45±1.22 

0.5 73.03±0.89 7.51±0.17 186.97±8.43 30.77±0.95 

0.6 71.79±0.92 7.26±0.18 189.07±10.12 31.14±1.26 
 

NPs 载药。Hyp-PC/CS-NPs 粒径随着药物质量浓度

的增加而增大，但药物质量浓度对 ζ 电位影响相对

较小。当药物质量浓度为 0.4 mg/mL 时 Hyp-PC/CS-

NPs 包封率和载药量相对较大，且 ζ 电位大于 30 

mV，综合考虑各指标情况，后续对药物质量浓度

0.3～0.5 mg/mL 进行优化。 

2.4.2  磷脂酰胆碱与壳聚糖质量比的考察  固定药

物质量浓度为 0.4 mg/mL，磷脂酰胆碱与金丝桃苷

质量比为 8∶1，水相 pH 值为 3.0 条件下考察磷脂

酰胆碱与壳聚糖质量比对 Hyp-PC/CS-NPs 包封率、

载药量、粒径和 ζ 电位的影响，结果见表 2。随着磷

脂酰胆碱与壳聚糖质量比的增加，Hyp-PC/CS-NPs

包封率和载药量呈先增加后下降趋势，说明合适的

磷脂酰胆碱与壳聚糖质量比利于载药[14]。Hyp-PC/ 

CS-NPs 粒径总体呈下降趋势，这是由于磷脂酰胆碱

具有较高的乳化能力，可降低体系界面张力[14-15]。

磷脂酰胆碱与壳聚糖质量比大于 20∶1时，Hyp-PC/ 

CS-NPs 的 ζ 电位低于 30 mV，这可能是由于 Hyp-

PC/CS-NPs 表面正电荷主要由壳聚糖提供，当壳聚

糖用量过小时，导致 Hyp-PC/CS-NPs 表面正电荷密

度减少[16]，从而使其 ζ 电位降低。可见，磷脂酰胆 

表 2  磷脂酰胆碱与壳聚糖质量比对 Hyp-PC/CS-NPs 包封

率、载药量、粒径和 ζ 电位的影响 ( x s , n = 3) 

Table 2  Effects of phosphatidylcholine to chitosan ratio on 

encapsulation efficiency, drug loading, particle size and ζ 

potential of Hyp-PC/CS-NPs ( x s , n = 3) 

磷脂酰胆碱与 

壳聚糖质量比 
包封率/% 载药量/% 粒径/nm ζ 电位/mV 

5∶1 71.14±1.19 6.56±0.14 251.74±12.14 33.49±1.89 

10∶1 73.96±1.27 7.37±0.09 220.57±9.66 32.04±1.66 

15∶1 82.71±1.06 8.76±0.12 170.12±7.42 32.17±1.71 

20∶1 74.42±0.96 7.71±0.16 164.31±7.59 28.16±1.20 

25∶1 70.55±1.10 7.51±0.13 165.84±6.76 25.48±0.93 
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碱与壳聚糖质量比对 Hyp-PC/CS-NPs 影响较大，综

合考虑各指标情况，后续选择两者质量比 10∶1～

20∶1 进行优化。 

2.4.3  磷脂酰胆碱与金丝桃苷质量比的考察  固

定药物质量浓度为 0.4 mg/mL，磷脂酰胆碱与壳聚

糖质量比为 15∶1，水相 pH 值为 3.0 条件下考察磷

脂酰胆碱与金丝桃苷质量比对 Hyp-PC/CS-NPs 包

封率、载药量、粒径和 ζ 电位的影响，结果见表 3。

随着磷脂酰胆碱与金丝桃苷质量比的增加，Hyp-

PC/CS-NPs 包封率逐渐增加后趋稳，可见适度增加

磷脂酰胆碱用量利于增加该纳米粒包封率，但达到

一定程度后并不能使包封率进一步增加，反而会使

载药量明显下降。Hyp-PC/CS-NPs 粒径呈先下降后

增大趋势，可能是磷脂酰胆碱用量较大时，导致

Hyp-PC/CS-NPs 容易聚集[15]，使其粒径增大；磷脂

酰胆碱用量较少时，体系稳定作用较弱[14-15]，导致

该纳米粒粒径增长。不同磷脂酰胆碱与金丝桃苷质

量比对 ζ 电位影响较小[12]，可见磷脂酰胆碱与金丝

桃苷质量比对 Hyp-PC/CS-NPs 影响较大，综合考虑

各指标情况，后续对两者质量比 6∶1～10∶1 继续

优化。 

表 3  磷脂酰胆碱与金丝桃苷质量比对 Hyp-PC/CS-NPs 包

封率、载药量、粒径和 ζ 电位的影响 ( x s , n = 3) 

Table 3  Effects of phosphatidylcholine to hyperoside ratio 

on encapsulation efficiency, drug loading, particle size and ζ 

potential of Hyp-PC/CS-NPs ( x s , n = 3) 

磷脂酰胆碱与金 

丝桃苷质量比 
包封率/% 载药量/% 粒径/nm ζ 电位/mV 

4∶1 70.19±1.14 13.01±0.29 266.14±14.64 30.53±1.87 

6∶1 74.54±0.98 9.96±0.13 213.89±10.27 29.67±0.99 

8∶1 82.25±1.09 8.50±0.20 168.46±9.58 31.57±0.86 

10∶1 82.10±1.23 7.00±0.11 186.90±7.49 30.95±1.19 

12∶1 82.63±0.91 6.41±0.17 211.43±7.98 28.85±1.30 
 

2.4.4  水相 pH值的考察  固定药物质量浓度为 0.4 

mg/mL，磷脂酰胆碱与壳聚糖质量比为 15∶1，磷脂

酰胆碱与金丝桃苷质量比为 8∶1 条件下考察水相

pH 值对 Hyp-PC/CS-NPs 包封率、载药量、粒径和

ζ 电位的影响，结果见表 4。随着水相 pH 值的升高

Hyp-PC/CS-NPs 包封率和载药量均逐渐下降，可能

是金丝桃苷溶解度随着 pH 值升高而逐渐增大[5]，

药物易进入水相，从而影响了 Hyp-PC/CS-NPs 载

药。ζ 电位随着 pH 值升高而降低，可能是 pH 值越

高，壳聚糖电离出的 NH+电荷密度越低[17-18]，进而

导致 Hyp-PC/CS-NPs 的 ζ 电位逐渐下降。由于过低 

表 4  水相 pH 值对 Hyp-PC/CS-NPs 包封率、载药量、粒

径和 ζ 电位的影响 ( x s , n = 3) 

Table 4  Effects of pH value of aqueous phase on 

encapsulation efficiency, drug loading, particle size and ζ 

potential of Hyp-PC/CS-NPs ( x s , n = 3) 

水相 

pH 值 
包封率/% 载药量/% 粒径/nm ζ 电位/mV 

2.5 83.09±1.46 8.72±0.19 162.64±7.55 32.79±1.03 

3.0 81.81±1.03 8.61±0.17 168.62±8.34 33.41±1.57 

3.5 70.68±1.27 7.42±0.12 187.24±8.18 25.09±1.08 

4.0 62.47±0.98 6.48±0.14 183.65±7.96 22.13±0.97 

 

的 pH 值可能影响磷脂酰胆碱的稳定性，故最终确

定水相 pH 值为 2.5。 

2.5  BBD-RSM 优化 Hyp-PC/CS-NPs 处方 

2.5.1  优化方案  Hyp-PC/CS-NPs处方单因素考察

时发现药物质量浓度、磷脂酰胆碱与壳聚糖质量比、

磷脂酰胆碱与金丝桃苷质量比对 Hyp-PC/CS-NPs

影响较大，分别设置为自变量 X1、X2、X3，根据“2.4”

项下单因素考察结果，各自变量水平设置见表 5。

Hyp-PC/CS-NPs 包封率、载药量、粒径分别作为因

变量 Y1、Y2、Y3，为了从总体上对 Hyp-PC/CS-NPs

进行质量控制，将这 3 个指标转换为总评归一值

（overall desirability，OD），采用 OD 值作为综合指

标筛选 Hyp-PC/CS-NPs 处方。OD 值计算过程：包

封率（d1）和载药量（d2）计算公式为 d1 或 2＝(Mi－

Mmin)/(Mmax－Mmin)，Mi、Mmax和 Mmin分别代表该组

试验中某指标实际测量值、最大值和最小值；粒径

（d3）计算公式为 d3＝(Mmax－Mi)/(Mmax－Mmin)；则

OD＝(d1d2d3)1/3。各组试验的包封率、载药量、粒径

测定结果和 OD 值计算结果见表 5。 

2.5.2  模型拟合及方差分析  采用 Design Expert 

V10.0.3 软件对表 5 中各试验的 OD 值进行模型拟

合，得拟合方程：OD＝0.80－0.09 X1＋0.13 X2－0.05 

X3＋0.08 X1X2－0.06 X1X3－0.04 X2X3－0.13 X1
2－

0.23 X2
2－0.44 X3

2。方差分析结果见表 6，可见模型

P＜0.000 1，表明建立的数学模型具有显著性意义；

模型判定系数 R2＝0.995 7，表明 99.57%的数据可用

该数学模型进行解释，调整判定系数 Radj
2＝0.990 2，

表明只存在 0.98%的变异情况；失拟项 P＝0.083 8＞

0.05，干扰因素无显著性影响，表明建立的 OD 值

数学模型可用于 Hyp-PC/CS-NPs 处方研究，可信度

较高。数学模型中 X1、X2、X3、X1X2、X1X3、X1
2、

X2
2 和 X3

2 具有极显著性差异（P＜0.01），X2X3 具有 
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表 5  BBD-RSM 试验设计与结果 (n = 3) 

Table 5  Experiments design and results of BBD-RSM (n = 3) 

试验号 
X1/ 

(mg∙mL−1) 
X2 X3 Y1/% Y2/% Y3/nm OD 值 试验号 

X1/ 

(mg∙mL−1) 
X2 X3 Y1/% Y2/% Y3/nm OD 值 

1 0.4 (0) 20∶1 (+1) 6∶1 (−1) 71.56 10.07 212.08 0.347 10 0.4 10∶1 10∶1 78.74 6.54 215.39 0.000 

2 0.4 15∶1 (0) 8∶1 (0) 83.67 8.71 168.71 0.798 11 0.3 (−1) 20∶1 8∶1 76.45 8.42 177.14 0.571 

3 0.4 15∶1 8∶1 81.91 8.86 160.83 0.807 12 0.4 15∶1 8∶1 84.13 8.85 165.62 0.835 

4 0.5 (+1) 15∶1 10∶1 (+1) 78.19 6.72 241.78 0.000 13 0.3 10∶1 8∶1 75.44 7.31 184.06 0.444 

5 0.5 15∶1 6∶1 74.27 10.17 237.42 0.253 14 0.3 15∶1 6∶1 74.55 8.19 218.21 0.348 

6 0.4 15∶1 8∶1 84.53 8.67 171.29 0.799 15 0.5 10∶1 8∶1 73.81 7.48 236.93 0.161 

7 0.4 10∶1 (−1) 6∶1 69.84 9.13 218.64 0.000 16 0.3 15∶1 10∶1 77.68 7.08 200.22 0.344 

8 0.4 15∶1 8∶1 82.98 8.66 166.92 0.784 17 0.5 20∶1 8∶1 76.06 8.62 172.77 0.591 

9 0.4 20∶1 10∶1 79.82 6.89 235.41 0.172         

表 6  方差分析 

Table 6  Analysis of variance 

项目 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 项目 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 

模型 1.49 9 0.17 181.44 ＜0.000 1 X1
2 0.07 1 0.07 75.82 ＜0.000 1 

X1 0.07 1 0.07 67.60 ＜0.000 1 X2
2 0.23 1 0.23 254.53 ＜0.000 1 

X2 0.14 1 0.14 158.96 ＜0.000 1 X3
2 0.82 1 0.82 894.75 ＜0.000 1 

X3 0.02 1 0.02 25.61 0.001 5 残差 6.38×10−3 7 9.11×10−4   

X1X2 0.02 1 0.02 25.24 0.001 5 失拟项 4.98×10−3 3 1.66×10−3 4.73 0.083 8 

X1X3 0.02 1 0.02 16.95 0.004 5 纯偏差 1.40×10−3 4 3.51×10−4   

X2X3 7.59×10−3 1 7.59×10−3 8.33 0.023 5 总离差 1.49 16    
 

显著性差异（P＜0.05）。 

2.5.3  效应面优化及处方确定  根据建立的 OD 值

数学模型，采用 Design Expert V10.0.3 软件绘制 OD

值与自变量的效应面图，结果见图 2。设置 OD 值

为望大值，区间设置为 0～1，得 Hyp-PC/CS-NPs 最

佳处方：药物质量浓度为 0.37 mg/mL（根据药物质

量浓度确定水相体积为 54 mL），磷脂酰胆碱与壳聚

糖质量比为 16.3∶1，磷脂酰胆碱与金丝桃苷质量比

为 7.9∶1，预测 OD 值为 0.839。 

2.6  Hyp-PC/CS-NPs 处方验证 

按“2.5.3”项下确定的最佳处方平行制备 3 批

Hyp-PC/CS-NPs，测定包封率、载药量和粒径，计算 

             

图 2  各因素对 OD 值的效应面图 

Fig. 2  Response surface of every factor on OD value 

实测 OD 值，以预测 OD 值（0.839）为参考计算实测

OD 值的相对偏差［相对偏差＝(实际值－预测值)/预

测值］，结果见表 7。OD 值相对偏差为−1.19%，表

明建立的 OD 值数学模型具有较高的指导意义。 

包封率、载药量和粒径均值分别为（84.19±

1.23）%、（8.81±0.16）%和（166.18±4.03）nm，

另测得 Hyp-PC/CS-NPs 的 PDI 为 0.086±0.007，ζ

电位为（32.39±0.95）mV。Hyp-PC/CS-NPs 的粒径

分布见图 3-A，ζ 电位见图 3-B。 

2.7  透射电子显微镜（ transmission electron 

microscope，TEM）观察 Hyp-PC/CS-NPs 外貌 

取 Hyp-PC/CS-NPs 混悬液 0.1 mL加至 5 mL纯

化水中，摇匀，取适量涂敷在铜网上（无水乙醇冲

洗 3 遍后晾干），1.0%磷钨酸钠染色，晾干。置于
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TEM 下，放大倍数至 13 000 进行观察。Hyp-PC/CS-

NPs 外貌见图 4，形状为类球形。 

表 7  Hyp-PC/CS-NPs 处方验证结果 ( x s , n = 3) 

Table 7  Results of Hyp-PC/CS-NPs prescription validation 

( x s , n = 3) 

批次 
包封 

率/% 

载药 

量/% 

粒径/ 

nm 
OD 值 OD 均值 

相对偏 

差/% 

1 85.55 8.98 170.84 0.825   

2 83.86 8.66 163.81 0.829 0.829±0.040 −1.19 

3 83.16 8.78 163.90 0.833   

 

 

图 3  Hyp-PC/CS-NPs 的粒径分布 (A) 和 ζ 电位 (B) 

Fig. 3  Particle size distribution (A) and ζ potential (B) of 

Hyp-PC/CS-NPs 

 

图 4  Hyp-PC/CS-NPs 的 TEM 图 

Fig. 4  TEM picture of Hyp-PC/CS-NPs 

2.8  Hyp-PC/CS-NPs 冻干粉的制备及溶解度测定 

2.8.1  Hyp-PC/CS-NPs冻干粉的制备  前期考察发

现，当甘露醇质量分数为 5%时制得冻干粉色泽均

一，无塌陷现象，因此选择甘露醇质量分数为 5%来

制备 Hyp-PC/CS-NPs 冻干粉。取 Hyp-PC/CS-NPs 混

悬液 10 mL，18 000 r/min 离心 45 min（离心半径

6.8 cm），弃去水相，加入 10 mL 蒸馏水重悬。加入

冻干保护剂甘露醇至其质量分数为 5%，震荡溶解，

按 3 mL/瓶分装至西林瓶中，置于−40 ℃冰箱中预

冻 3 d，立即置于冻干机中抽真空进行冻干（真空度

10 Pa），3 d 后取出，即得 Hyp-PC/CS-NPs 冻干粉。

Hyp-PC/CS-NPs 混悬液、Hyp-PC/CS-NPs 冻干粉及

其复溶后样品外观见图 5。 

 

图 5  Hyp-PC/CS-NPs 混悬液 (A)、冻干粉 (B) 及其复溶

后样品 (C) 的外观 

Fig. 5  Appearance of Hyp-PC/CS-NPs suspension (A), 

lyophilized powder (B) and redissolved sample (C) 

测得复溶后 Hyp-PC/CS-NPs 的包封率、粒径、

PDI 和 ζ 电位分别为（81.22±1.29）%、（175.74±

7.11）nm、0.092±0.009 和（31.17±1.14）mV，可

见包封率和 ζ 电位有所下降，粒径和 PDI 值有所增

大。另外测得 pH 值为 6.82±0.08。 

2.8.2  Hyp-PC/CS-NPs冻干粉溶解度的测定  取过

量金丝桃苷原料药、Hyp-PC/CS-NPs 冻干粉和物理

混合物（金丝桃苷原料药与辅料比例同 Hyp-PC/CS-

NPs 冻干粉，仅作简单混合），分别置于模拟胃液（含

胃蛋白酶质量浓度为 3.2 g/L，pH 2.0）中，超声 10 

min，此时各组样品混悬液底部均有药物沉淀。置于

25 ℃水浴中，600 r/min 磁力搅拌 2 d，12 500 r/min

离心（离心半径 6.8 cm）10 min，分别测定上清液

中金丝桃苷质量浓度，即为其溶解度。同法测定 3

个样品在蒸馏水和模拟肠液（含质量浓度为 8.0 g/L

胰蛋白酶，pH 7.4）中的溶解度。结果见表 8，金丝

桃苷在物理混合物中的溶解度均高于其原料药，可

能与处方中磷脂酰胆碱等辅料的增溶作用有关[13]。 

Hyp-PC/CS-NPs 冻干粉使金丝桃苷在模拟胃液、蒸

馏水和模拟肠液中的溶解度比其原料药分别增加了 

表 8  金丝桃苷原料药、物理混合物、Hyp-PC/CS-NPs 冻

干粉的溶解度测定结果 (25 ℃, x s , n = 3) 

Table 8  Solubility determination results of hyperoside 

bulk drug, physical mixture and Hyp-PC/CS-NPs freeze-

dried powder (25 ℃, x s , n = 3) 

介质 

溶解度/(μg∙mL−1) 

金丝桃苷 

原料药 
物理混合物 

Hyp-PC/CS-NPs 

冻干粉 

模拟胃液 119.75±2.16 136.84±1.90 984.16±5.94 

蒸馏水 386.59±3.79 410.77±2.63 1 947.89±8.65 

模拟肠液 451.34±4.18 498.10±3.76 2 751.48±19.18 

1          10          100        1 000       10 000 

粒径/nm 

−150           −50            50            150 

ζ 电位/mV 
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7.22、4.04、5.10 倍。 

2.9  傅里叶变换红外光谱（Fourier transform 

infrared spectroscopy，FT-IR）分析 

取 Hyp-PC/CS-NPs 混悬液 10 mL，除不加冻干

保护剂外按“2.8.1”项下方法操作，制备 Hyp-PC/CS-

NPs 直接冻干粉。取金丝桃苷原料药、磷脂酰胆碱、

壳聚糖、物理混合物（金丝桃苷与辅料比例同 Hyp-

PC/CS-NPs）和 Hyp-PC/CS-NPs 直接冻干粉适量，

分别与溴化钾按质量比 1∶100 研磨均匀，压片后

立即测试。 

FT-IR 测试条件：光阑为 100.0，背景和样品扫

描次数为 16 次，分辨率为 4.0。结果见图 6，壳聚

糖在 1 652.60 cm−1 处吸收峰属于-NH2峰，在物理混

合物中该峰基本未变（1 652.58 cm−1），但在 Hyp-PC/ 

CS-NPs 的 FT-IR 图谱中移动至 1 649.90 cm−1。磷脂

酰胆碱在 1 053.55 cm−1 处吸收峰由 PO2
−伸缩震荡

引起，而在物理混合物中该峰基本未变（1 053.52 

cm−1），但在 Hyp-PC/CS-NPs 的 FT-IR 图谱中移动

至 1 056.12 cm−1，推测壳聚糖-NH2可能与磷脂酰胆

碱的 PO2
−发生了静电作用。在金丝桃苷原料药的

FT-IR 图谱中，3 256.82 cm−1 处宽峰由-OH 伸缩振

动引起，在物理混合物中该峰未发生明显变化（可

能与壳聚糖-OH 伸缩振动重叠），但在 Hyp-PC/CS-

NPs FT-IR 图谱中有明显的改变，表明金丝桃苷结

构上-OH 可能与载体发生了氢键等络合作用。同时

也证明了 Hyp-PC/CS-NPs 是一种不同于物理混合

物的载药体系。 

2.10  晶型分析 

X 射线粉末衍射法（X-ray powder diffraction， 
 

 

图 6  金丝桃苷原料药 (A)、磷脂酰胆碱 (B)、壳聚糖 

(C)、物理混合物 (D)、Hyp-PC/CS-NPs 直接冻干粉样品 

(E) 的 FT-IR 图 

Fig. 6  FT-IR of hyperoside bulk drug (A), 

phosphatidylcholine (B), chitosan (C), physical mixture (D), 

Hyp-PC/CS-NPs direct freeze-dried powder samples (E) 

XRPD）扫描条件：Cu-Kα 靶，扫描速率为 4°/min。

取金丝桃苷原料药、磷脂酰胆碱、壳聚糖、甘露醇、

“2.8.2”项下的物理混合物和 Hyp-PC/CS-NPs 冻干

粉适量，进行 XRPD 扫描，结果见图 7。金丝桃苷

原料药在 7.2°、8.7°、12.3°、19.2°和 25.3°等处衍射

峰最强，在物理混合物 XRPD 图谱中仍可见（箭头

所示），但强度有所下降，表明金丝桃苷在物理混合

物中晶型未发生改变；但在 Hyp-PC/CS-NPs 冻干粉

XRPD 图谱中，金丝桃苷特征衍射峰均消失，表明

金丝桃苷可能转变为无定型形态。 
 

 

图 7  金丝桃苷原料药 (A)、磷脂酰胆碱 (B)、壳聚糖 

(C)、甘露醇 (D)、物理混合物 (E)、Hyp-PC/CS-NPs 冻干

粉样品 (F) 的 XRPD 结果 

Fig. 7  XRPD results of hyperoside bulk drug (A), 

phosphatidylcholine (B), chitosan (C), mannitol (D), 

physical mixture (E), Hyp-PC/CS-NPs freeze-dried powder 

samples (F) 

2.11  体外释药行为研究及模型拟合 

取金丝桃苷原料药和 Hyp-PC/CS-NPs 冻干粉

适量（使金丝桃苷质量均为 25 mg），分别加入 5 mL

模拟胃液（含胃蛋白酶质量浓度为 3.2 g/L，pH 2.0）

制备混悬液，并密封于透析袋（截留相对分子质量

8 000～14 000）中。取 1 000 mL 模拟胃液作为释药

介质，介质恒温（37.0±0.2）℃，转速为 75 r/min，

取样点设置为 0.5、1、1.5、2、3、4、6、8、12 h，

各点取样 5 mL 后立即补加 5 mL 同温空白释药介

质，12 500 r/min 离心（离心半径 6.8 cm）10 min，

测定金丝桃苷含量，计算各时间点的累积释放率，

绘制释放曲线。同法考察各样品在模拟肠液（含胰

蛋白酶质量浓度为 8.0 g/L，pH 7.4）中的释药行为，

结果见图 8。金丝桃苷原料药在模拟胃液中 4 h 后

累积释放率出现逐渐下降情况，而在模拟肠液中累

积释放率未见下降情况。Hyp-PC/CS-NPs 使金丝桃

苷在模拟胃液和模拟肠液中累积释放率均得到明

F 
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显增加。释药模型拟合结果见表 9，据 R2 大小判断，

Hyp-PC/CS-NPs 在 2 种释药介质中的释药行为与

Weibull 模型拟合度最高，说明释药过程含快速释药

期和缓慢释药期。另外，金丝桃苷原料药在模拟肠

液中释药行为与 Weibull 模型拟合度最高，释药方

程为 lnln[1/(1－Mt/M∞)]＝0.567 9 lnt－1.635 1，R2＝

0.931 6。但金丝桃苷原料药在模拟胃液释药行为与

一级、Higuchi、Weibull 模型拟合相关系数 R2均小

于 0.4，故不再进行拟合。 
 

 

图 8  金丝桃苷原料药和 Hyp-PC/CS-NPs 冻干粉在模拟

胃、肠液中体外释放曲线 ( x s , n = 3) 

Fig. 8  Release profiles in vitro of hyperoside bulk drug and 

Hyp-PC/CS-NPs freeze-dried powder in simulate 

gastrointestinal fluid   ( x s , n = 3) 

表 9  Hyp-PC/CS-NPs 释药模型拟合结果 

Table 9  Fitting release model of Hyp-PC/CS-NPs 

介质 模型 拟合方程 R2 

模拟胃液 一级释药 ln(1－Mt/M∞)＝−0.037 1 t＋0.271 5 0.619 2 

 Higuchi Mt/M∞＝0.197 0 t1/2＋0.084 9 0.854 6 

 Weibull lnln[1/(1－Mt/M∞)]＝0.700 3 lnt－1.300 4 0.903 3 

模拟肠液 一级释药 ln(1－Mt/M∞)＝−0.041 5 t＋0.237 8 0.712 1 

 Higuchi Mt/M∞＝0.252 8 t1/2＋0.005 1 0.936 0 

 Weibull lnln[1/(1－Mt/M∞)]＝0.826 9 lnt－1.377 3 0.965 8 

t 代表时间，Mt和 M∞分别为 t 和∞时的累积释放率，Mt/M∞为 t 时

间累积释放率。 

t is time, Mt and M∞ are accumulative drug-release at time t and ∞, 

Mt/M∞ is accumulative release rate at time t. 

2.12  Hyp-PC/CS-NPs 冻干粉的沉降率测定及稳

定性考察 

取 Hyp-PC/CS-NPs 冻干粉复溶，过 0.45 μm 微

孔滤膜，测定续滤液中金丝桃苷的质量（Mi），与新

制备 Hyp-PC/CS-NPs 混悬液中金丝桃苷质量（M0）

相比，计算 Hyp-PC/CS-NPs 冻干粉的沉降率。 

沉降率＝(M0－Mi)/M0 

取 Hyp-PC/CS-NPs 冻干粉（西林瓶密封）放置

于温度 40 ℃、相对湿度 65%的恒温恒湿箱中，分

别于放置 0、1、2、3、6 个月取样测定沉降率、包

封率、粒径、PDI 和 ζ 电位，结果见表 10。加速条

件下放置 6 个月后，Hyp-PC/CS-NPs 冻干粉沉降率

小于 1.5%，包封率大于 80%，粒径仍在 200 nm 以

下，PDI 小于 0.100，ζ 电位仍大于 30 mV，表明 Hyp-

PC/CS-NPs 冻干粉稳定性良好。 

表 10  Hyp-PC/CS-NPs 冻干粉的稳定性考察结果 ( x s , 

n = 3) 

Table 10  Results of stability study of Hyp-PC/CS-NPs 

freeze-dried powder ( x s , n = 3) 

t/月 沉降率/% 包封率/% 粒径/nm PDI ζ 电位/mV 

0 0.84±0.07 82.04±1.20 178.44±6.92 0.089±0.007 32.03±1.12 

1 0.90±0.08 82.71±1.04 174.84±5.63 0.085±0.009 31.64±0.89 

2 0.93±0.12 81.84±1.33 179.29±7.26 0.093±0.005 31.93±1.40 

3 1.04±0.13 81.58±0.90 182.60±6.78 0.084±0.008 32.13±1.37 

6 1.38±0.17 81.05±1.17 186.77±7.44 0.095±0.010 31.86±1.24 
 

2.13  口服药动学研究 

2.13.1  色谱及质谱条件  流动相为 0.5%甲酸水溶

液-乙腈（80∶20）；体积流量为 0.2 mL/min；色谱

柱为 Diamo Leapsil C18 柱（50 mm×2.1 mm，1.9 

μm）；柱温为 30 ℃；进样量为 5 μL。使用 ESI 负

离子模式，多反应监测模式进行检测，电离源温度

为 150 ℃，毛细管电压为 2 500 V，气帘气压力为

206.843 kPa（30 psi）。金丝桃苷和大豆苷的锥孔电

压分别为 32、39 V，碰撞能量分别为 25、46 eV，

检测离子对分别为 m/z 462.94→299.91（金丝桃苷）

和 m/z 414.91→252.01（大豆苷）。 

2.13.2  给药及采血方案  采用 0.5% CMC-Na 水溶

液分别配制金丝桃苷原料药、“2.8.2”项下的物理混

合物和 Hyp-PC/CS-NPs 的 ig 混悬液，金丝桃苷质

量浓度均为 2.5 mg/mL。取 SD 大鼠 18 只（实验室

环境适应 7 d），随机分成 3 组，分别称定质量，按

25 mg/kg（以金丝桃苷含量计）剂量进行 ig。分别

于 0、0.25、0.5、1、1.5、2、3、4、6、8、12 h 将

待采血大鼠置于盛有乙醚密闭容器中，麻醉 10 s 后

立即采用毛细玻璃管（肝素浸润）于眼眶后静脉丛

采血 200 μL，2 500 r/min 离心（防止溶血，离心半

径 6.8 cm）2 min，取上层血浆至空白离心管中，即

得血浆样品，密封后置−20 ℃冰箱中保存，备用。 

2.13.3  血浆样品处理  精密称取大豆苷对照品，

采用乙腈配制成质量浓度为 1.000 μg/mL，作为血浆

样品的内标溶液。精密吸取 50 μL 血浆样品（37 ℃

水浴解冻）至离心管中，加入内标溶液 25 μL 和乙
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腈 1.0 mL，密封涡旋 5 min，置于高速离心机中以

8 000 r/min 离心（离心半径 6.8 cm）5 min。收集上

层有机相于 37 ℃的 N2流下吹干，加 50 μL 0.5%甲

酸水溶液-乙腈（70∶30）混合溶剂涡旋复溶，再次

8 000 r/min 离心 5 min，即得血浆样品溶液。 

2.13.4  线性关系考察  取健康 SD 大鼠 1 只，置于

盛有乙醚密闭容器中，麻醉 10 s 后心脏取血至肝素

浸润的离心管中，2 500 r/min 离心（离心半径 6.8 

cm）2 min，取上层血浆至空白离心管中，即得空白

血浆。采用空白血浆配制质量浓度分别为 1 400.00、

700.00、350.00、70.00、35.00、11.67 ng/mL 的金丝

桃苷血浆对照品，按“2.13.3”项下方法操作制备含

大豆苷内标的血浆对照品溶液，并按“2.13.1”项下

色谱及质谱条件进行检测。以金丝桃苷色谱峰与大

豆苷内标峰面积比（Y）对金丝桃苷质量浓度（X）进

行线性回归，得到回归方程 Y＝0.065 8 X＋0.027 6，

r＝0.998 7，结果表明金丝桃苷线性范围为 11.67～

1 400.00 ng/mL。 

2.13.5  专属性考察  取空白血浆样品按“2.13.3”

项下处理即得空白血浆样品溶液。取空白血浆样品

溶液、金丝桃苷血浆对照品溶液（含大豆苷内标）

和Hyp-PC/CS-NPs ig 给药 0.5 h 后的血浆样品溶液，

分别按“2.13.1”项下色谱及质谱条件进样测定，结

果见图 9。血浆样品溶液中金丝桃苷和大豆苷保留

时间与血浆对照品溶液中一致，无其他杂质干扰，

专属性较高。 

2.13.6  精密度考察  取含金丝桃苷 11.67 ng/mL

（低）、350.00 ng/mL（中）和 1 400.00 ng/mL（高）

的血浆对照品溶液（含大豆苷内标），同 1 d 内分别 
 

   

   

   

图 9  空白血浆 (a)、金丝桃苷对照品血浆溶液 (含内标, 

b)、血浆样品溶液 (含内标, c) 的 UPLC-MS/MS 色谱图 

Fig. 9  UPLC-MS/MS chromatograms of blank plasma (a), 

hyperoside control plasma solution (contained internal 

standard, b) plasma sample (contained internal standard, c) 

按“2.13.1”项下色谱及质谱条件测定金丝桃苷色谱

峰与大豆苷内标峰面积，两者比值的 RSD 分别为

3.16%、2.29%、2.70%；每天测试 1 次，连续测试 6 

d，得金丝桃苷色谱峰与大豆苷内标峰面积比的

RSD 分别为 4.96%、5.17%、2.89%，结果表明日内

及日间精密度均良好。 

2.13.7  稳定性考察  取 Hyp-PC/CS-NPs 血浆样品

溶液（给药后 0.5 h）置于温控样品盘（恒温 25 ℃）

中，分别于放置 0、3、6、9、12、24 h 进样测定，

计算得金丝桃苷色谱峰与大豆苷内标峰面积比的

RSD 为 4.26%，表明血浆样品溶液在 24 h 内稳定性

良好。 

2.13.8  提取回收率考察   取质量浓度分别为

11.67、350.00、1 400.00 ng/mL 的金丝桃苷对照品

溶液（含大豆苷），分别按“2.13.3”项下方法处理，

按“2.13.1”项下色谱及质谱条件测定金丝桃苷与大

豆苷峰面积（记作 a）；取 50 μL空白血浆，按“2.13.3”

项下方法处理，配制金丝桃苷质量浓度分别为

11.67、350.00、1 400.00 ng/mL 的血浆对照品溶液

（含大豆苷），按“2.13.1”项下色谱及质谱条件测定

峰面积（b），计算金丝桃苷和大豆苷的提取回收率，

公式为提取回收率＝a/b。结果显示低、中、高质量

浓度金丝桃苷及大豆苷的提取回收率分别为

101.77%、95.86%、97.44%和 97.19%，表明该方法

提取回收率较高。 

2.13.9  基质效应考察  取质量浓度分别为 11.67、

350.00、1 400.00 ng/mL 金丝桃苷对照品溶液（含大

豆苷），按“2.13.1”项下色谱及质谱条件测定峰面

积（c），计算金丝桃苷和大豆苷的基质效应，公式为

基质效应＝b/c。结果显示低、中、高质量浓度金丝

桃苷及大豆苷的基质效应分别为 98.12%、100.56%、

97.03%和 96.94%，表明金丝桃苷及大豆苷基质效应

均较小，可用于测定血药浓度。 

2.13.10  检测限与定量限考察  取金丝桃苷质量

浓度为 35.00 ng/mL 血浆对照品溶液，使用流动相

逐步稀释，按“2.13.1”项下色谱及质谱条件进样测

定，以信噪比（S/N）分别为 3 和 10 确定检测限和

定量限，结果金丝桃苷的检测限和定量限分别为

1.17、3.50 ng/mL。 

2.13.11  药动学考察结果  按照“2.13.1”项下色谱

及质谱条件测定各采血时间点血浆样品中金丝桃

苷的含量，绘制金丝桃苷原料药、物理混合物和

Hyp-PC/CS-NPs 的药-时曲线，结果见图 10。采用
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DAS 2.0 软件进行数据拟合，根据非房室模型统计

矩法分别计算各组样品的药动学参数，结果见表

11。与金丝桃苷原料药相比，物理混合物的半衰期

（t1/2）无显著性改变（P＞0.05），而达峰时间（tmax）、

达峰浓度（Cmax）、药-时曲线下面积（AUC0～t、 

AUC0～∞）具有显著性差异（P＜0.05），可能是因为

磷脂酰胆碱与壳聚糖辅料对金丝桃苷的口服吸收

具有一定的影响[11-12]，在一定程度上增加了其吸

收。与金丝桃苷原料药或物理混合物相比，Hyp-

PC/CS-NPs 药动学参数均具有极显著性改变（P＜

0.01），表明 Hyp-PC/CS-NPs 体内药动学行为发生

了很大变化，其中 tmax延后至（2.72±0.37）h，t1/2

延长至（5.51±0.92）h，Cmax 增加至（1 024.86±

373.85）ng/mL，均具有极显著性差异（P＜0.01）。

Hyp-PC/CS-NPs 相对口服生物利用度增加至 4.11

倍，证明显著增加了金丝桃苷口服吸收。 

 

图 10  金丝桃苷原料药、物理混合物和 Hyp-PC/CS-NPs

的药-时曲线 ( x s , n = 6) 

Fig. 10  Profiles of plasma concentration-time of hyperin 

bulk drug, physical mixture, Hyp-PC/CS-NPs ( x s , n = 6) 

表 11  主要药动学参数 ( x s , n = 6) 

Table 11  Main pharmacokinetic parameters ( x s , n = 6) 

参数 单位 金丝桃苷原料药 物理混合物 Hyp-PC/CS-NPs 

tmax h 1.41±0.29 1.99±0.41* 2.72±0.37**## 

t1/2 h 3.19±0.67 3.43±0.71 5.51±0.92**## 

Cmax ng∙mL−1 389.63±87.94 529.17±114.66* 1 024.86±373.85**## 

AUC0～t ng∙h∙mL−1 1 211.62±207.31 1 682.54±286.72* 4 982.80±847.19**## 

AUC0～ ng∙h∙mL−1 1 274.07±213.24 1 726.91±292.68* 5 186.24±897.10**## 

与金丝桃苷原料药比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与物理混合物比较：

##P＜0.01。 

*P < 0.05  **P < 0.01 vs hyperoside bulk drug; ##P < 0.01 vs physical 

mixture. 

3  讨论 

前期曾采用戊二醛作为交联剂制备金丝桃苷

壳聚糖纳米粒[12]，但最佳处方包封率不足 60%，而

使用磷脂酰胆碱代替三聚磷酸盐制备 Hyp-PC/CS-

NPs 时，最佳处方包封率大于 80%，这可能是因为

磷脂酰胆碱与金丝桃苷相容性更高[12]，有利于其被

包载。本研究采用滴入法制备了 Hyp-PC/CS-NPs，

推测形成过程如下：将金丝桃苷溶于含磷脂酰胆碱

乙醇溶剂，并滴入壳聚糖水溶液时，由于带负电荷

的磷脂酰胆碱与带正电荷的壳聚糖之间可发生静

电引力、非共价结合等作用[14-16]，因而具有自发形

成纳米粒的倾向；同时作为疏水性药物，金丝桃苷

与亲脂性的磷脂酰胆碱之间具有良好的相容性[11]，

因而最终形成金丝桃苷和磷脂酰胆碱包封于核心、

壳聚糖覆盖于外壳的 Hyp-PC/CS-NPs。 

由于 Hyp-PC/CS-NPs 口服后需经历胃肠道吸

收，故释药介质也使用模拟胃、肠液进行考察，更

能反映体内实际情况。金丝桃苷原料药及 Hyp-

PC/CS-NPs 在模拟胃液中累积释放率有下降情况，

这与金丝桃苷在酸性介质中稳定性差有关[5]。Hyp-

PC/CS-NPs 在模拟胃液中累积释放率远高于金丝桃

苷原料药，可能是因为 Hyp-PC/CS-NPs 对包封于内

部的金丝桃苷起到了保护作用，增加了其稳定性，

有利于提高其体外释药量及胃肠道吸收量。 

物理混合物的 tmax 发生延后，可能是由于处方

中的壳聚糖具有增加金丝桃苷的生物黏附性的作

用[18]，从而对其吸收速率及 tmax产生了影响。物理

混合物的 Cmax、AUC0～t、AUC0～∞药动学参数均有显

著性增加（P＜0.05），一方面是由于处方中磷脂酰

胆碱可增加其的亲水性，增加其溶解度及溶出度，

协助其透膜吸收等[19-20]，对金丝桃苷口服吸收起到

了积极作用；另一方面，处方中的壳聚糖可打开上

皮细胞的紧密连接、促进药物渗透及吸收等[21-22]。

因而在 2 种辅料促吸收作用下，使物理混合物中的

金丝桃苷相对生物利用度增加至原料药的 1.39 倍。

Hyp-PC/CS-NPs 的 tmax显著性延后至（2.72±0.37）

h，可能是由于壳聚糖包覆在 Hyp-PC/CS-NPs 表面，

从而赋予 Hyp-PC/CS-NPs 具有一定的胃肠道黏附

性[23-24]，且Hyp-PC/CS-NPs释药过程具有缓释特征，

最终使 Hyp-PC/CS-NPs 的 tmax 显著性延后（P＜

0.01）。 

金丝桃苷在胃液中稳定性差，将其制备成 Hyp-

PC/CS-NPs 可对包封药物起到保护作用，降低了其

在胃部的降解几率，因而使后期吸收进入血液循环

的量增加，导致 Hyp-PC/CS-NPs 的 t1/2 值显著性增

大（P＜0.01）。Hyp-PC/CS-NPs 相对口服生物利用

度显著性提高，可能是由于 Hyp-PC/CS-NPs 增加了
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金丝桃苷溶解度和溶出度、降低降解几率等，增加

了其体内吸收量；金丝桃苷在 Hyp-PC/CS-NPs 中以

无定形形态存在，无定形药物往往具有更高的生物

利用度[13]；Hyp-PC/CS-NPs 处方中含有壳聚糖，壳

聚糖可抑制 P-糖蛋白外排作用[14]，增加其体内吸

收；Hyp-PC/CS-NPs 比表面积较大，增加了药物与

胃肠道接触几率，有利于药物经胞间转运、淋巴转

运等途径进入体循环，提高了药物吸收效率[6]。 

综上，Hyp-PC/CS-NPs 制备工艺相对简单，载

体辅料安全性好，包封率大于 80%，满足了《中国

药典》2020 年版四部 9014 项下对微粒制剂包封率

的要求。Hyp-PC/CS-NPs 冻干粉稳定性良好，显著

促进了金丝桃苷口服吸收，为后续药效学评价奠定

了实验基础。 
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